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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und Vorrichtungen zum Nachweis von Analyten, umfas- 
send die Schritte: Inkubieren einer Probe mit Makromolekulen, an die jeweils mindestens 2 Molekiile des in der Probe nachzuwei- 
senden Analyten gekoppelt sind, anschlieBendes Inkubieren der Probe mit einem festen Trager, an den Einfangmolekule gegen den 
nachzuweisenden Analyten gekoppelt sind, Zugabe eines die MakromolekUle anfarbenden Fluoreszenzfarbstoffes und Nachweis von 
in der Probe vorhandenen Analyten durch Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes. 
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Verfahren zum Nachweis von Analyten 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und Vorrichtungen zum Nachweis von Analy- 
ten, umfassend die Schritte: Inkubieren einer Probe mit Makromolekulen, an die jeweils minde- 
stens 2 Molekiile des in der Probe nachzuweisenden Analyten gekoppelt sind, anschlieBendes 
Inkubieren der Probe mit einem festen Trager, an den Einfangmolekule gegen den nachzuwei- 
5 senden Analyten gekoppelt sind, Zugabe eines die Makromolekiile anfarbenden Fluoreszenz- 
farbstoffes und Nachweis von in der Probe vorhandenen Analyten durch Anregung des Fluores- 
zenzfarbstoffes. 

Ftir den Nachweis von niedermolekularen Analyten sind zahlreiche Verfahren etabliert. Diese 
10 finden in speziellen Laboratorien z.B. in der Suche nach Wirkstoffen fur die pharmazeutische 
Industrie beim sog. High-Throughput-Screening (HTS) oder Very-High-Throug^put-Screeiiing 
(VHTS), aber auch in Vor-Ort-Testsystemen z.B. bei Drogen-, Umwelt- oder Lebensmittel- 
schnelltests Anwendung. Dabei werden einerseits einige hundert (HTS) bis mehrere tausend 
(VHTS) "capture molecules" genannte Ziel- oder Einfangmolekule, meist DNA oder Proteine, 
15 auf Objekttragern in sog. Microarrays immobilisiert, wobei derzeit je nach Art der immobili- 
sierten Molekiile hauptsachlich zwischen DNA-Arrays und Proteinarrays unterschieden wird. 
Die Wechselwirkung der immobilisierten Biomolekiile kann mit den vorher markierten Inhalts- 
stoffen einer Untersuchungsmatrix, z.B. dem Lysat eines bestimmten Gewebetyps, untersucht 
werden. 

20 

Die Nachweisverfahren beim HTS oder VHTS basieren oftmals auf Fluoreszenzmarkierungen. 
Diese sind in der chemischen, biochemischen und biologischen Analytik seit langerem bekannt, 
z.B. in der Verwendung von FIA's (Fluorescent hnmuno Assay), die in Mikrotiterplatten bzw. 
auf Biochips im Objekttragerformat durchgeftihrt werden. Die hierfur verwendeten Fluoreszenz- 
25 farbstoffe sind in der Regel sehr kurzlebig und benotigen eine intensive Anregung mit einer de- 
finierten Wellenlange und emittieren in der Regel in einer nahegelegenen Wellenlange, so dass 
ein optischer Filter zwischen Anregung und Emission geschaltet werden muss und das emittierte 
Licht von einer optischen Auswerteeinheit (Fluoreszenzreader etc.) erfasst werden muss. Auf- 
grund der minimalen Mengen an eingesetzten Analyten und deren raumlichen Dichte ist die 
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Auswertung der Microairays an hochwertige optische Gerate, z.B. Fluoreszenzmikroskope, und 
computergesttttzte Bildauswertungsprogrannne gebunden. 

Bedingt durch die aufwendige und empfindliche technologische Detektion werden die gangigen 
5 Fluoreszenzmarkierungen ftir Vor-Ort-Testsysteme, z.B. Drogen- und Umweltschnelltests, zur 
Zeit nicht verwendet. Diese vor Ort durchfuhr- und auswertbaren Testsysteme zeichnen sich 
durch ihre Robustheit gegenuber Anwendung durch ungeschultes Personal, widrigen Umweltein- 
fliissen und eine direkte, visuelle Auswertbarkeit mit dem menschlichen Auge aus. Die fllr diese 
Testsysteme gangigen Markierungsverfahren sind Kopplungen von Biomolektllen an Goldparti- 

10 kel, farbige Polystrol- oder Latex-Beads, Liposomen oder Enzyme. All diese Markierungsverfah- 
ren benotigen ein weiBes oder moglichst helles Tragermaterial, auf dem die Reaktionspartner 
immobilisiert werden, urn nach der Reaktion mit einem markierten Reaktanten einen moglichst 
hohen Kontrast zu erzeugen. Daher sind diese in der Schnellanalytik gangigen Markierungen fur 
Arrays auf klaren bzw. durchsichtigen Tragermaterialien nicht realisierbar. Ein weiterer Nachteil 

15 dieser visuell auswertbaren Markierungsverfahren ist die schlechte Auswertbarkeit im Dunkeln 
bzw. bei Kunstlicht, die aber ftir viele Anwendungen, wie z.B, bei der nachtlichen Drogenkon- 
trolle von Autofahrem oder der Auswertung von Schadstofftests im Lebensmittelbereich, z.B. 
unter S tallb edingungen, unbedingte Voraussetzung ist. 

20 Daher liegt der Erfindung die Aufgabe zu Grande, ein sensitives, schnelles, vor Ort und unter 
ungiinstigen Umgebungsbedingungen einfach durchzuftihrendes Verfahren zum Nachweis von 
cheruischen Substanzen bereitzustellen. 

Die Aufgabe wird durch den in den Patentanspruchen definierten Gegenstand gelfist. 

25 

Die nachfolgenden Figuren erlautem die Erfindung. 

Fig. 1 zeigt einen Testtrager im Querschnitt und in Aufsicht. Der eigentliche Testtrager (1) ist 
mit einer Beschichtung (2) versehen, in die die Einfangmolekiile (3) eingebunden werden. 

30 

Fig. 2 zeigt eine Apparatur mit der die Testtrager nach dem Testablauf ausgewertet werden kon- 
nen. Der Testtrager (1) wird liber eine Zufiihrung (4a) in das Gehause (4) der Apparatur gescho- 
ben. Unter dem Testtrager in der Apparatur befinden sich eine Lichtquelle (6) xuid eine Filter- 
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platte (5), die nur Licht im Bereich des Anregimgsmaximums (7) des fur den Nachweis herange- 
zogenen Fluoreszenzfarbstoffs durchlaGt. tJber dem Testtrager befindet sich eine zweite Filter- 
platte (8), die das Licht zur Anregung (7) abfangt und das vom Fluoreszenzfarbstoff emittierte 
Licht (9) durchlaBt. Die Stellen an denen eine Fluoreszenzemission auf dem Testtrager stattfin- 
5 det, kann je nach verwendetem Farbstoff visuell oder fiber geeignete optische Instrumente durch 
Offhungen (4b) im Gehause beobachtet werden. 

Der Begriff 11 Analyt" wie hier verwendet bezeichnet die im vorliegenden Verfahren zu untersu- 
chende Substanz. 

10 

Der Begriff "capture molecule" oder "ZielmolektiT oder "Einfangmolektil" wie hier verwendet 
bezeichnet das im vorliegenden Verfahren auf die Beschichtung des festen TrSgers aufgetragene 
Molekul, an das ein freier oder gekoppelter Analyt binden kann. 

15 Zur Losung der Aufgabe werden nachfolgend Verfahren und Vorrichtungen beschrieben, die es 
erlauben Analyten, vorzugsweise niedermolekulare Analyten, unter Verwendung von Fluores- 
zenzfarbstoffen nachzuweisen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Analyten, umfassend die 
20 Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit Makromolekttlen, an die jeweils mindestens 2 Molekule des 
in der Probe nachzuweisenden Analyten gekoppelt sind, 

b) anschlieBendes Inkubieren der Probe mit einem festen Trager, an den Einfangmolekule 
gegen den nachzuweisenden Analyten gekoppelt sind, 

25 c) Zugabe eines die Makromolekule anfarbenden Fluoreszenzfarbstoffes und 

d) Nachweis von in der Probe vorhandenen Analyten durch Anregung des Fluoreszenzfarb- 
stoffes. 

In dem erfindungsgemaBen Verfahren konkurrieren somit die in der Probe vorhandenen nachzu- 
50 weisenden Analyten mit den an die Makromolekttle gebxmdenen Molekule, die mit den Analyten 
identisch sind, urn die Bindung an die Einfangmolektile. Sind in der Probe die nachzuweisenden 
Analyten vorhanden, so werden die an die Makromolekule gebundenen Analyten von der Bin- 
dung an die Einfangmolekule abgehalten. Eine Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe fuhrt daher 
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nicht zu einem positiven Signal. Sind dagegen in der Probe keine nachzuweisenden Analyten 
vorhanden, binden die an die Makromolekule gebundenen Analyten an die Einfangmolekiile und 
die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe ftihrt zu einem positiven Signal. 

5 Gegebenenfalls kann nach Schritt c) der Schritt c 1 ) eingefiigt werden: Entfernen der nicht gebun- 
denen Fluoreszenzfarbstoffe vom festen Trager. 

Ferner konnen die Makromolekule in Schritt a) mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sein, so 
dass Schritt c) und c 1 ) entfallen konnen. In diesem Fall kann nach Schritt a) gegebenenfalls der 
1 0 Schritt a') eingefiigt werden: Entfernen nicht gebundener Makromolekule. 

Die Makromolekule konnen gleich- oder verschiedenartig (identisch oder nicht identisch) sein. 
Femer konnen an die Makromolekule gleiche oder verschiedenartige Analyten gekoppelt sein. 
Die vorliegende Erfindung betrifft somit ferner ein Verfahren, in dem entweder gleichartige Ma- 
15 kromolekule verwendet werden, an die gleichartige oder verschiedenartige Analyten gekoppelt 
sind, oder in dem verschiedenartige Makromolekule verwendet werden, an die gleichartige oder 
verschiedenartige Analyten gekoppelt sind. Die Anzahl der verschiedenartigen Analyten ist nicht 
begrenzt, vielmehr hangt die Anzahl der Analyten von der GroBe des Makromolekuls und von 
den Kopplungsstellen, an den die Analyten angehangt werden, ab. 

10 

Die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren nachzuweisenden Analyten konnen Proteine, z.B. 
Antikorper, Hormone, z.B. Wachstumshormone wie Somatotropin, Polypeptide, insbesondere 
mit einem Molekulargewicht von kleiner etwa 5000 Dalton, Antibiotika, z.B. B-Lactame, Ce- 
phalosporine, Sulfonamide, Tetracyline und andere, Betaubungsmittel, insbesondere illegale 

15 Betaubungsmittel, z.B. Tetrahydrocannabinol, Cocain, Morphine, Amphetemin, Metampheta- 
mine und andere, Vitamine, insbesondere Vitamingruppen A - U, z.B. Vitamin B12, Biotin und 
andere, anabole Steroide wie Testosteron, nichtsteroidale Androgene wie Zeranol und andere, 
Pesticide, z.B. Atrazin, PCB und andere, Dopingmittel, z.B. Rauschgifte wie Amphetamin, 
Weckamine wie Ephedrin, Psychopharmaka, z.B. 1,4-Benzodiazepine, und andere, oder potenti- 

J0 elle biologische Kampfstoffe, z.B. Anthrax, Botulinumtoxin und andere, sein. Vorzugsweise sind 
die nachzuweisenden Analyten niedermolekulare Analyten, besonders mit einem Molekularge- 
wicht kleiner etwa 5000 Dalton, insbesondere kleiner etwa 1000 Dalton. 

4 
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Fur das erfindungsgemafie Verfahren werden die nachzuweisenden Analyten an ein Makromole- 
kul gekoppelt. Um die Sensitivitat des Assays zu erhohen, werden mindestens zwei Analyten pro 
Makromolekiil gekoppelt, jedoch ist eine obere Grenze der Anzahl der Analyten pro Makromo- 
lekiil nicht gegeben. Vielmehr hangt die Anzahl der Analyten von der GrSfie des Makromolekiils 

5 und von den Kopplungsstellen, an den die Analyten angehSngt werden, ab. Im Fall der Kopplung 
an Nukleinsauren, z.B. Oligonukleotide, kann der Kopplungsgrad daher iiber die Abfolge der fiir 
eine Kopplung geeigneten Basen variiert werden. Werden als Makromolekule Polypeptide ver- 
wendet, beeinflnfit ebenfalls die Haufigkeit des Auftretens fiir die Kopplung geeigneter Ami- 
nosauren in der Primarsequenz den Kopplungsgrad. Bei einer Abfolge immer des selben Nu- 

10 kleotids oder der selben Aminosaure, an die gekoppelt werden kann, bestimmt das molare Ver- 
haltnis von Makromolekiil zu Analyt den Kopplungsgrad. Das molare Verhaltnis kann dabei 
zwischen 1:2 und etwa 1:10 variieren. Molare Verhaltnisse von >1:10 konnen ebenfalls ausrei- 
chend sein und ergeben sich je nach Tertiarstruktur bei der Kopplung an Proteine. 

L5 Die fiir das erfindungsgemafie Verfahren geeigneten Makromolekule konnen synthetische 
Kunststoffe, z.B. Melaminharze, Polyaminosauren, z.B. Polylysin oder Polyglutamat, Peptide, 
Polypeptide, Proteine, z.B. Antikorper, Peptidnukleinsauren oder Nukleinsauren, z.B. DNA oder 
RNA, sein. Die Nukleinsauren konnen einzelstrangig (ss) oder doppelstrangig (ds) verwendet 
werden. Wird DNA verwendet, ist die Lange und die Sekundarstnaktur der DNA von entschei- 

tO dendem Einfluss auf die Empfindlichkeit des Nachweises. Doppelstrangige und hochmolekulare 
DNA lSsst sich zwar in der Regel leichter anfarben als kurze, einzelne DNA-StrSnge, jedoch 
konnen die Analyten iiber die in einzelstrangiger DNA freiliegenden primaren Aminogruppen 
von Adenin, Guanin und Cytosin einfacher gekoppelt werden. Daher ist einzelstrangige DNA als 
Makromolekiil fur das erfindungsgemafie Verfahren bevorzugt. Insbesondere bevorzugt sind 

'5 Oligonukleotide, wobei Oligonukleotide aus Kostengriinden mit einer LSnge im Bereich von 
etwa 40 - 80 Basen bevorzugt sind. Oligonukleotide mit einer Lange von weniger als etwa 40 
Basen sind ebenfalls geeignet, erzeugen jedoch keine optimale Signalverstarkung. Oligonukleo- 
tide mit einer Lange von mehr als etwa 80 Basen sind ebenfalls geeignet, sind jedoch aus Ko- 
stengriinden nicht bevorzugt. Gegebenenfalls konnen die mit den Analyten gekoppelten Oligo- 

0 nukleotide mit einem komplementaren Oligonukleotid hybridisiert werden, um die Signalstarke 
einer doppelstrangigen DNA zu erhalten. Um eine Selbsthybridisierung von einzelstrangigen 
Oligonukleotiden zu vermeiden, wird eine Sequenz aus nichtkomplementaren Basen bevorzugt. 
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Die Kopplung der Analyten an die Makromolekiile erfolgt vorzugsweise tiber primare Amino- 
grappen, insbesondere tiber die Aminograppen der NukleinsSurebasen. Die Kopplung an Peptide 
oder Proteine kann auch tiber Sulfhydrylgruppen und Carboxygruppen sowie im Falle glycosi- 
lierter Proteine tiber den Zuckerrest erfolgen. Die Kopplungen erfolgen dabei insbesondere tiber 
5 Glutardialdehyd, Succinimidester, Sulfo-Succinimide, Arylazide, Phenylazide, Maleimide nach 
vorheriger Umwandlung der Amino- in eine Sulfhydrylguppe, Hydrazide, Pyridilthioverbindun- 
gen nach Umwandlung der Amino- in eine Sulfhydrylgruppe, hnidoester, Carbodiimide, vinyl- 
sulfon-reaktive Gruppen enthaltende Verbindungen nach Umwandlung der Aminogruppe in eine 
Sulfhydrylgruppe, Boronsaure enthaltende Verbindungen zur Kopplung an cis-Diole in Ribo- 

10 nucleotiden anstelle der Aminogruppe in den Basen, Umwandlung der primaren Aminograppen 
in Carboxylgruppen und anschliefiende Kopplung, Hydroxyphenylazide, Isocyanate, Azidome- 
thylcumarine, Nitrophenylazide, Bromoacetylverbindungen, Perfluoroazidverbindungen, Iodoa- 
cetylverbindungen, Psoralene, Iodoacetatverbindungen, biotinhaltige Verbindungen, Hydroxy- 
melhylphosphine, sowie Aldehyd und Hydrazid aktivierte Dextrane. Hierbei konnen Spacer oder 

15 Polylinker in unterschiedlicher Lange zwischen den zu koppelnden Molektilen eingebracht wer- 
den, die auch die Loslichkeiten der gekoppelten Molekttle in organischen Losungsmitteln beein- 
fiussen konnen. 

Durch die Wahl der NukleinsSuresequenz kann der Grad der Kopplung eines Analyten variiert 
10 werden. Ftir Analyten mit einem Molekulargewicht von etwa 300 Dalton hat sich gezeigt, dass 
eine Kopplungsmoglichkeit an jede ftinfte Base im Molekul ausreichend ist. Jedoch konnen auch 
mehr oder weniger Kopplungen vorliegen. Die Lange des Oligonukleotids und der Konjugati- 
onsgrad nehmen Einfluss auf die Sensitivitat des Nachweissystems und kann jeweils empirisch 
ermittelt werden. 

>5 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren, in dem die zu der Probe zugegebenen 
Makromolekule mit verschiedenen Analyten gekoppelt sind. Dabei konnen sowohl gleichartige 
Makromolekiile mit verschiedenen Analyten, als auch verschiedenartige Makromolekule mit 
jeweils verschiedenen Analyten gekoppelt werden. Dieses Verfahren kann z.B. zum Nachweis 
JO von mehreren Analyten in einem Mehrfachtest (Array) eingesetzt werden. Vorzugsweise besteht 
ein Mehrfachtest aus identischen (gleichartigen) Makromolekulen, an die verschiedene Analyten 
gekoppelt sind. Dabei mtissen die Analyten im Verhaltnis der jeweihg gewtinschten Nach- 
weisempfindhchkeit zur Kopplung mit dem Makromolekul eingesetzt werden. Werden als Ma- 
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kromolekule Oligonukleotide verwendet, konnen die Oligonukleotide mit verschiedenen Analy- 
ten vorzugsweise hergestellt werden, indem bei der Synthese der Oligonukleotide Nukleotide 
verwendet werden, an die vor der Synthese unterschiedliche Analyten gekoppelt wurden. 

5 Die fur den Nachweis erforderlichen Fluoreszenzfarbstoffe konnen entweder in LSsung der mit 
den Makromolekttlen inkubierten Probe zugesetzt werden oder bereits an die Makromolekiile 
gekoppelt sein. Aus der Molekularbiologie sind Fluoreszenzfarbstoffe bekannt, mit denen DNA 
im Bereich weniger Pikogramm nach Anregung mit der geeigneten WellenlSnge auch mit dem 
menscMichen Auge hochempfindlich nachgewiesen werden kann, wenn diese durch entspre- 

10 chende MaBnahmen (z.B. durch Gelelektrophorese oder Fraktionierung im CsCl-Gradienten) auf 
einen eng begrenzten Bereich fokussiert wird. 

Gangige Farbstoffe zur Farbung von DNA sind das zu den Phenantrinen gehorende Ethidixim- 
bromid, das nach Anregung im UV-Bereich im Roten emittiert oder die zu den Cyaninen geho- 

15 renden SYBR-Farbstoffe (SybrGreen bzw. SybrGold) der Fa. Molecular Probes, die sich mit UV 
und einem Maximum von 485 nm anregen lassen und bei 530 nm emittieren. Beide Farbstoffe 
sind zur Markierung von einzelstrangiger DNA oder RNA gleichermaBen geeignet, wobei Ethi- 
diumbromid aufgrund seiner Cancerogenitat und der fur die ungeschxitzten Augen schadlichen 
UV-Anregung weniger fur ein Vor-Ort-Testverfahren geeignet ist. Zur Markierung von doppel- 

20 strSngiger DNA oder RNA geeignet sind weiterhin interkalierende Farbstoffe, wie die Phenan- 
trine (z.B. Propidiumjodid, Hexidiumjodid, Dihydroethidium, Ethidiumhomodimere, Ethidium- 
monazid) und Acridine (z.B. Acridinorange) sowie die in der kleinen DNA-Furche bindenden 
Indole und Imidazole (z.B. Bisbenzimid-Farbstoffe der Fa. Hoechst) und andere Farbstoffe wie 
7-Aminoactinomycin D, Actinomycin D und Hydroxystilbamidin. 

25 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, dass durch 
Hybridisierung von Oligonukleotiden mit komplementaren DNA-Sequenzen doppelstrangige 
DNA entsteht, die im Falle der Verwendung interkalierender Farbstoffe mehr Fluoreszenzfarb- 
stoff binden kann, wodurch die Empfindlichkeit des erfuidungsgemaBen Verfahrens erhoht wird. 

30 

Zur Farbung von Polyaminosauren eignen sich linkergekoppelte Fluorophore, z.B. n-Hydroxy- 
Succinimidester aller gangiger Fluoreszenzfarbstoffe, z.B. der Fa. Molecular Probes. Diese Farb- 
stoffe zeigen eine groBe Variability der Fluorophore, z.B. von den blau fuoreszierenden Farb- 
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stoffen Cascade Blue, Marina Blue und Alexa Fluor 350 iiber die griin fluoreszierenden Faarb- 
stoffe Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 568, zu den rot fluores- 
zierenden Farbstoffen Alexa Fluor 594, Texas Red and Texas Red-X und den dunkelrot fluores- 
ziemden Farbstoffen Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680 und 
LaserPro IR 790dyes sowie den Phycobilinen. 

Die Aufzahlung der Farbstoffe stellt keine abschlieBende Liste dar sondern wird hier nur bei- 
spielhaft genannt. Dem Fachmann ist ersichtlich, dass auch andere Farbstoffe verwendet werden 
konnen, die die flir das Verfahren verwendeten Makromolekiile anfarben. 

Die fur das erfindungsgemaBe Verfahren verwendeten festen Trager konnen entweder licht- 
durchlassige feste Trager, z.B. Objekttrager aus Glas bzw. polymeren Kuaststoffen, wie z.B. 
Polystyrol und andere, oder lichtundurchlassige Trager wie Kunststoffteststreifen die mit Mem- 
branen, z.B. Nitrozellulose, Nylon und andere, beschichtet sind, sein. In einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform kann der feste Trager auch eine durchsichtige Saule sein, die mit antikorperbin- 
denden Materialien gefiillt ist, oder ein stabformiger Kunststofftrager, der tiber chemische Mo- 
difkationen, z.B. Aminierung und andere, oder physikalische Modifkationen, z.B. Einschmelzen 
von Eupergit und andere, gegeignet ist Antikorper zu binden. 

Die auf einem festen Trager gekoppelten Einfangmolekule konnen alle Arten von Molekulen 
sein, die die nachzuweisenden Analyten spezifisch binden konnen. Bevorzugte Einfangmolekule 
sind Antikorper, Rezeptoren, molekular gepragte Polymere (molecular imprints) und deren 
Konterparts wie Antigene, Liganden, funktionelle Monomere bzw. vemetzte Monomere (prin- 
ting molecules). 

Die Einfangmolektile konnen auf speziell vorbeschichtete, kommerziell erhaithche Objekttrager, 
z.B. Epoxy- oder Aldehyd-Slides (Quantifoil Micro Tools GmbH, Jena), Euray (Exiqqon, Ved- 
baek, Danemark) und andere gekoppelt werden, wobei nach den Anweisungen der Hersteller 
vorgegangen werden kann. Femer eignen sich auch eigenbeschichtete Objekttrager, z.B. mit oxi- 
ranhaltiger Dispersion (Praparat 2879, Rohm Pharma, Darmstadt). Dazu kann die oxiranhaltige 
Dispersion auf einem Objekttrager ausgestrichen und einige Stunden bei Raumtemperatur ge- 
trocknet werden. Um ein mit dem Auge gut sichtbares Signal zu erhalten, werden die spezifi- 
schen Antikorper in einem Volumen von etwa 0,01 bis etwa 10 p,l auf die vorbereiteten Objekt- 
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trager aufgespottet Das Volumen variiert je nach Beschichtung des Objekttragers, der Anzahl 
der aufeuspottenden Antikorper und der gewtlnschten GroBe des Signals. Vorzugsweise liegen 
die Volumina zwischen etwa 0,1 und etwa 0,5 \il pro Spot, bei einem Titer groBer 1 der Antikor- 
perlosung. Die aufgespotteten Antikorper werden vorzugsweise mehrere Stunden bei 37°C ge- 
5 trocknet, anschlieBend konnen die freien, nicht bespotteten Flachen der Objekttragerbeschich- 
tung mit Casein oder anderen geeigneten Proteinen wie BSA Qeweils 1-10 %) in physiologi- 
schen Puffern, z.B. PBS oder Tierseren (Schwein, Huhn, etc. 10% in PBS) nach allgemeinen 
Vorschriften der Immundetektion, z.B. Application Guide Pall Gelman Laboratory: Transfer and 
Immobilization Procedures for Pall Gelman Laboratory Membranes, geblockt werden. Nicht 

10 gebundenes Protein wird abgewaschen, die Objekttrager sind nun aktiviert und konnen ftir den 
Nachweis des antikorperspezifischen Analyten eingesetzt werden. In einer spezifischen Ausfuh- 
rungsform sind in einem TestgefaB 10 - 100 ng eines gefnergetrockneten, analytgekoppelten 
Oligonukleotids vorgelegt. Dieses Oligonukleotid wird mit der Probe, z. B. mit einem Milliliter 
einer den freien Analyten enthaltenden Probe gelost und der aktivierte Objekttrager in der Test- 

15 fltissigkeit fur einen definierten Zeitraum, je nach Affmitat des Antikorpers zwischen 0,5 bis 120 
Minuten bei einer Umgebungstemperatur von 5 bis 35°C inkubiert. 

WShrend der Inkubationszeit erfolgt die Kompetition der freien und der an das Makromolekul 
gebundenen Analyten urn die Bindungsstellen der Antikorper, wobei die Empfindlichkeit des 

10 Tests ftir den freien Analyten fiber die Menge des makromolekiilgebundenen Analyten einge- 
stellt werden kann. Je nach Wahl des Fluoreszenzfarbstoffes kaon das Makromolekul, z.B. das 
Oligonukleotid schon vorgefarbt sein oder die Farbung wird fur einen definierten Zeitraum nach 
Inkubation und Spiilen des Objekttragers z.B. in einem separaten TestgefaB mit definierter Farb- 
stoffkonzentration notwendig. Zur Reduzierung des Hintergrundes kann uberschtissiger Farb- 

15 stoff nach der Farbung entfemt werden. Dies kann entweder mechanisch durch Abstreifen, z.B. 
an einer Gummilippe, oder mittels eines definierten Volumens einer SpulfMssigkeit erfolgen. 
Die Zusammensetzung der Spulfltlssigkeit hangt von der Stabihtat der gebundenen Einfangmo- 
lekttle ab, wobei bevorzugt wassrige Losungen mit fur das verwendete Einfangmolekttl und den 
fiir die weiteren Reaktionspartnem geeigneten Puffereigenschafien Anwendung finden konnen. 

>0 AnschlieBend erfolgt der Nachweis der makromolekiilgebundenen Analyten durch Anregung der 
Fluoreszenzfarbstoffe von xmten dwch den Objekttrager. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform 
wird das als Makromolekul verwendete Oligonukleotid mit SYBR-Gold (Molecular Probes) ge- 
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farbt, mit einem BlauKchttransiUuminator (450 nm) angeregt und die Fluoreszenzstrahlung durch 
einen Orange-Filter (500 - 510 nm) fiir das menschliche Auge sichtbar gemacht. 

Fur ein vor Ort einsetzbares Nachweissystem wird bevorzugt ein batteriebetriebener Blaulicht- 
5 transilluminator verwendet, der xiber einen angehSngten Orange-Filter und eine dariiber gesetzte 
Verdunkelung verftlgt. In den Abmessungen entspricht die Schirmflache des Transilluminators 
der Fiache eines fur den Test verwendeten Objekttragers. Der Filter ist so uber die Schirmflache 
montiert, dass der Objekttrager zwischen Schirmflache und Filter geschoben und durch Feder- 
klemmen oder vergleichbare Halterungsmechanismen fixiert werden kann. Um die Fluoreszenz- 
10 strahlung in voller Starke mit dem Auge wahmehmen zu konnen, ist der Filter auf der abstrah- 
lenden Seite mit einer an die Gesichtsform angepassten lichtundurchlassigen Maske verbunden, 
die vor die Augenpartie des Auswertenden passt und Tageslicht oder storendes Licht aus der 
Umgebung abhalt. 

1 5 Das Verfahren kann in der Lebens- und Futtermittelkontrolle, z.B. zum Nachweis von Schadstof- 
fen, z.B. Antibiotika, Pestizide, Hormone und andere verwendet werden. Hier existieren groB- 
tenteils bislang nur Labormethoden, die so zeitaufwendig sind, dass die Lebens- oder Futtermit- 
tel schon konsumiert sind, bis das Untersuchungsergebnis feststeht. Die fiir immunologische 
Schnelltests bislang verwendeten Markierungen eignen sich aber nur bedingt fur die Auswertung 

Z0 vor Ort, wie bei Kunstlicht im Supermarkt oder bei Kontrollen in schlecht beleuchteten Stailen. 
Dieses Problem wird mit der vorliegenden Erfindung ausgeraumt. 

Weitere Anwendungsbeispiele, fiir die das erfindungsgemaBe Verfahren erhebliche Vorteile 
bringt, liegen im diagnostischen Bereich. Sowohl in der veterinarmedizinischen Diagnostik bie- 
15 tet das Verfahren unter Stallbedingungen Vorteile als auch in der humanmedizinischen Notfall- 
diagnostik, bei der Schnelltests rund um die Uhr im Rettimgswagen durchgefuhrt werden miis- 
sen. 

Daruber hinaus ist das erfindxmgsgemaBe Verfahren sehr gut geeignet ftir Verkehrskontrollen zur 
SO Ermittlung von drogenbeeinfluBten Autofahrern. Das Problem des Drogenkonsums ist oft mit 
nachtlichen Besuchen von Diskotheken verbunden. Daher finden entsprechende Kontrollen 
uberwiegend unter ungiinstigen Lichtbedingungen start. Die Auswertung von Schnelltests gegen 
illegale Drogen und Barbiturate kann wesentlich erleichtert werden. 

10 



WO 2004/031771 PCT/DE2003/003253 



Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufcufassen. 

(1) Herstellung eines Oligonukleotids 

Urn eine gezielte Kopplung zu erreichen, wurde eine Sequenz aus Thymidin und Guanosin syn- 
thetisiert, da an Thymin aufgrund einer fehlenden primaren Aminogruppe kein Analyt gekoppelt 
werden kann. Die Kopplung erfolgte also liber die primare Aminogruppe des Guanins, wobei 
Cytosin zur Kopplung genauso geeignet wSre. Das Oligonukleotid mit der Sequenz (TTTTG)i6 
wurde mit salzfreiem, standardmaBigem Reinheitsgrad bei Qiagen Operon in Auftrag gegeben 
und in lyophilisierter Form ausgeliefert. Aus dem Lyophilisat wurde eine Stocklosung von 10 
mg/ml in PBS (Phosphate Buffered Saline, 137 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 8mM Na 2 HP0 4 -2H 2 0; 
1,5 mM KH 2 P0 4 ) angesetzt und in Aliquots bei -20°C gelagert. 

(2) Kopplung von Analyten 

(a) Ampcillin an ein Oligonukleotid, 

Zur Aktivierung wurde 1,5 mg Ampicillin (5mg/ml in 100 mM c) unter standigem Ruhren trop- 
fenweise mit 25 mg/ml m-Maleimidobenzoyl-N-hyckoxysulfosuccinimidester (in H 2 0) bis zu 
einer Enkonzentration von 5 mg/ml versetzt und anschliefiend 30 min. bei Raumtemperatur ge- 
riihrt Der tJberschuB an Maleimidgrupp en wurde durch eine anschliefiende einstundige Inkuba- 
tion nach Zugabe von 1 M Dithiothreitol bis zu einer Endkonzentratioh von 35 mM inaktiviert. 
Zur Kopplung wurden dann 3,9 mg des Oligonukleotids (2 mg/ml in PBS) in den Ansatz gege- 
ben, gemischt und 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert In einer anschlieBenden Dialyse 
gegen PBS, liber Nacht mit vierfachem Pufferwechsel bei 4°C, wurde nicht gekoppeltes Ampi- 
cillin und m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosuccmimidester aus dem Reaktionsgemisch ent- 
femt. 

(b) Ampicillin und AlexaFluor 488 an Polylysin 

Wiederum 2 mg Ampicillin (5 mg/ml in 100 mM Natriumhydrogenphosphat in H 2 0, pH 7,2) 
wurden zur Aktivierung unter Ruhren tropfenweise mit 2 mg m-Maleiinidobeiizoyl-N-hydroxy- 
0 sulfosuccinimidester (25 mg/ml in H 2 0) versetzt und 30 Min. bei Raumtemperatur geriihrt. Der 
Uberschuss an Maleimidgruppen wurde durch eine einstflndige Inkubation mit 1 M Dithiothrei- 
tol (Endkonzentration 35 mM) inaktiviert. Gleichzeitig wurde 1 ing Polylysin (3-15 kDa) in 0,1 
M Natriumhydrogencarbonat gel6st (2mg/ml); 4,4 \il AlexaFluor 488 wurden mit bidestilliertem 
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Wasser auf 100 \il verdtinnt, in Aliquots von 10 — 20 ^xl unter Ruhren zugegeben und 1 Stunde 
im Dunkeln bei RT geriihrt. Freier Farbstoff wurde mit einem 3K Zentrifiigenkonzentrator (Pall) 
abgetrennt, indem 20 Minuten bei RT zentrifugiert und einmal mit 500 \xl PBS gewaschen 
wurde. Das Konzentrat wurde in 500 jxl PBS aufgenommen. AnschlieBend wurde aktiviertes 
5 Ampicillin zugegeben und 3 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur geriihrt. Durch eine Dia- 
lyse gegen PBS bei 4°C tlber Nacht und mit vierfachem Pufferwechsel wurde nicht gekoppeltes 
Ampicillin und m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosuccinimideste^ entfemt. 

(3) Beschichtung der Objekttrager 

Objekttrager, z.B. "SuperFrost" der Fa. Menzel, wurden mit 5 jul einer oxiranhaltigen Dispersion 
(Praparat 2879, Rohm Phanna, Darmstadt) durch gleichmaBiges Ausstreichen mit einem Glas- 
oder Plastikstabchen beschichtet und anschlieBend bei Raumtemperatur fur mindestens 2 Stun- 
den getrocknet. Das Auftragen der Antikorper erfolgte in Verdunnungen (10°, 10" 1 , 10" 2 , 10" 3 ) 
manuell mit einer Pipette, wobei Volumina von 0,1 bis l,0|xl so aufgetragen wurden, daB die 
Pipettenspitze den Objekttrager nicht beriihrte. Als Verdiinnungs- bzw. Auftragslosung hat sich 
PBS als sehr geeignet erwiesen. Die Fixierung der Antik6rper auf dem Objekttrager erfolgte bei 
37°C iiber 2-3 Stunden oder bei Raumtemperatur tlber Nacht. AnschlieBend wurden die be- 
schichteten Objekttrager bei Raumtemperatur 30 Minuten in Milchpuffer (lOmM Tris-HCl, pH 
7,4, 150mM NaCl, 0,3% Casein nach Hammarsten, 0,05% Tween 20, 0,005% NaN 3 (fakultativ)) 
oder lOOmM Tris-HCl, pH 9 mit 50mM Ethanolamin und 0,1% SDS oder Schweineserum (1:10 
mit PBS verdtinnt) blockiert. 

(4^ Testdurchfuhrune 

(a) mit ampicillingekoppelten Oligonukleotiden 
15 Die Objekttrager wurden fur 20 min. bei Raumtemperatur in einer flachen Schale liegend mit 20 
ml 0,5% Rinderserumalbumin, 0,05% Tween 20 in PBS mit verschiedenen Konzentrationen 
Ampicillin und des ampicillingekoppelten Oligonukleotids inkubiert und danach 3x kurz mit 
11,5 mM NaCl, 0,23 mM KC1, 0,66 mM Na 2 HP0 4 x 2H 2 0, 0,13 mM KH 2 P0 4 , 0,04% Tween 20 
in H 2 0 gespult. AnschlieBend wurden die Objekttrager 1 Minute mit SYBRGold (Molecular 
i0 Probes) in einer Verdiinnung von 1:30.000 in TAE-Puffer (40mM Tris-HCl, pH 7,5, 20 mM Na- 
trium- Acetat, ImM EDTA) gefarbt. Unmittelbar nach der FSrbung wurden die Objekttrager noch 
eimnal wie vorher gewaschen, sofort auf einen Blaulichttransilluminator gelegt \md ausgewertet. 
Ein negatives Ergebnis, d.h. die Abwesenheit des Analyten, wird durch ein Fluoreszenzsignal 
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angezeigt. Mit zunehmender Konzentration des Analyten nimmt die Signalintensitat ab. Die 
vollstSndige Verdrangung des Ampcillinkonjugates erfolgte bei einer Konzentration von 100 
ng/ml Ampicillin. 

5 (b) mit Ampicillin und Fluorphor gekoppeltem Polylysin 

Beschichtete Objekttrager wurden wie unter (a) beschrieben mit verschiedenen Konzentrationen 
Ampicillin und dem Ampicillin- AlexaFluor488-gekoppelten Polylysin fur 20 Minuten lichtge- 
schutzt inkubiert und wie unter (a) gesptilt Die Objekttrager konnten dann ohne weitere Be- 
handlung auf einen Blaulichttransilluminator gelegt und ausgewertet werden. Die Abwesenheit 

0 des Analyten wurde durch ein Fluoreszenzsignal angezeigt. Zunehmende Konzentrationen des 
freien Ampcillins verdrangten das Ampicillin-Konjugat bis bei 1 mg/ml Ampicillin kein Signal 
mehr zu sehen war. 

(5) Ergebnisse vergleichender Versuche 

5 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Analyten, umfassend die Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit Makromolekulen, an die jeweils mindestens 2 Molekule des 
5 in der Probe nachzuweisenden Analyten gekoppelt sind, 

b) anschliefiendes Inkubieren der Probe mit einem festen Trager, an den Einfangmolektile 
gegen den nachzuweisenden Analyten gekoppelt sind, 

c) Zugabe eines die Makromolekttle anfarbenden Fluoreszenzfarbstoffes und 

d) Nachweis von in der Probe vorhandenen Analyten durch Anregung des Fluoreszenzfarb- 
0 stoffes. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, nach Schritt c) ferner umfassend Schritt c 1 ): Entfernen der nicht 
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe vom festen Trager. 

5 3. Verfahren zum Nachweis von Analyten, umfassend die Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Makromolekulen, an die je- 
weils mindestens 2 Molekule des in der Probe nachzuweisenden Analyten gekoppelt 
sind, 

b) anschlieflendes Inkubieren der Probe mit einem festen Trager, an den Einfangmolekttle 
;0 gegen den nachzuweisenden Analyten gekoppelt sind, 

c) Nachweis von in der Probe vorhandenen Analyten durch Anregung des Fluoreszenzfarb- 
stoffes. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, nach Schritt a) ferner umfassend Schritt a 1 ): Entfernen der nicht 
5 gebundenen Makromolekttle. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Makromolekttle Nuklein- 
sauren, Peptidntikleinsauren, Polyaminosauren sind 

0 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Makromolekttle einzel- 
strangige Oligonukleotide mit einer Lange im Bereich von 40 bis 80 Nukleotiden sind. 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Makromolekiile gleichartig 
oder verschiedenartig sind. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Analyten ein Molekular- 
5 gewicht von weniger als 5000 Dalton aufweisen. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der Fluoreszenzfarbstoff aus 
der Gruppe der Phenantrine, Acridine, der SYBR-Farbstoffe oder der Fluorophore ausge- 
wahlt ist. 

10 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der feste Trager hchtdurchlas- 
sig ist und das Nachweisverfahren mittels eines Durchlichtverfahrens durchgefuhrt wird. 

11. Vorrichtung zur Durchflihrung des Verfahrens nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
L5 dadurch gekennzeichnet, dass auf einer Seite eines in die Vorrichtung eingefuhrten festen 

Tragers (1) eine Lichtquelle (6) angebracht ist, zwischen der Lichtquelle (6) und dem festen 
Trager (1) und auf der anderen Seite des festen Tragers (1) jeweils ein Filter ((5) und (8)) 
liegt, und die Vorrichtung derart ausgestaltet ist, dass das durch den festen Trager scheinende 
Licht durch eine Offhung ins menschliche Auge oder ein optisches Instrument fallt. 

10 



15 




Figur 1 



WO 2004/031771 



PCTYDE2003/003253 



2/2 



4b 




Figur 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intaffcjional Application No 

P^DE 03/03253 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 601N33/543 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are Included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , EMBASE, MEDLINE, BIOSIS, PAJ, WPI Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 95 15981 A (UNIVERSTIY OF UTAH RESEARCH 
FOUNDATION) 15 June 1995 (1995-06-15) 
claims 1-13 

US 5 516 635 A (EKINS ET AL) 
14 May 1996 (1996-05-14) 
claims 1-16 

EP 0 811 842 A (ARNATRONIC PLUS SARD 
19 May 1999 (1999-05-19) 
claims 1-5 

US 2002/001853 Al (0BREMSKI ET AL) 
3 January 2002 (2002-01-03) 
claims 1-26 



1-11 



1-11 



11 



1-11 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent family members are listed In annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the International 
filing date 

"L n document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the International filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



16 February 2004 



Date of mailing of the International search report 

02/03/2004 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswfjk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Moreno de Vega, C 



Forni PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ormatlon on patent family members 



Int 

PC 



CT7I 



onal Application No 

DE 03/03253 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 



WO 9515981 


A 


15- 


-06- 


1995 


AT 


256702 T 


15-01-2004 














AU 


7354594 A 


27-06-1995 














CA 


2177976 Al 


15-06-1995 














DE 


69433427 Dl 


29-01-2004 














EP 


0733063 Al 


25-09-1996 














WO 


9515981 Al 


15-06-1995 














US 


6632613 Bl 


14-10-2003 


US 


5516635 


A 


14- 


-05- 


-1996 


AT 


161964 T 


15-01-1998 














AU 


2872092 A 


'21-05-1993 














DE 


69223980 Dl 


12-02-1998 














DE 


69223980 T2 


28-05.-1998 














DK 


608370 T3 


07-09-1998 














EP 


0608370 Al 


03-08-1994 














ES 


2112916 T3 


16-04-1998 














WO 


9308472 Al 


29-04-1993 














JP 


7500906 T 


26-01-1995 














OP 


3097866 B2 


10-10-2000 














ZA 


9207977 A 


26-07-1993 


EP 


0811842 


A 


10- 


-12- 


-1997 


FR 


2749389 Al 


05-12-1997 














AT 


180330 T 


15-06-1999 














DE 


69700224 Dl 


24-06-1999 














DE 


69700224 T2 


23-09-1999 














EP 


0811842 Al 


10-12-1997 


US 


2002001853 


Al 


03 


-01- 


-2002 


EP 


1073903 Al 


07-02-2001 














OP 


2002512371 T 


23-04-2002 














WO 


9954736 Al 


28-10-1999 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



InterfMtionales Aktenzelchen 

PCTOE 03/03253 



A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 601N33/543 






Nach der Intematlonalen Patentklassifikatlon (IPK) Oder nach der nallonalen Klassifikation und der IPK 




B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Recherchlerter MlndestprOfstoff (Klassifikatlonssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 601N 


Recherchierte aber nicht zum MlndestprOfstoff geharende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Qebiete fallen 


Wahrend der Intematlonalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Interhal , EMBASE, MEDLINE, BIOSIS, PAJ, WPI Data 


C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTEHLAGEN 


Kategorle" 


Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erfordertlch unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 


Betr, Anspruch Nr. 


A 


W0 95 15981 A (UNIVERSTIY OF UTAH RESEARCH 
FOUNDATION) 15. Ouni 1995 (1995-06-15) 
Anspruche 1-13 


l-n 


A 


US 5 516 635 A (EKINS ET AL) 
14. Mai 1996 (1996-05-14) 
Anspruche 1-16 




i-n 


X 


EP 0 811 842 A (ARNATR0NIC PLUS SARD 
19. Mai 1999 (1999-05-19) 
Anspruche 1-5 


n 


A 


US 2002/001853 Al (0BREMSKI ET AL) 
3. Januar 2002 (2002-01-03) 
Anspruche 1-26 


l-n 


| | Weltere Verdff entllchungen stnd der Fortsetzung von Feld C zu 
L_l entnehmen 


|)( | Siehe Anhang Patentfamilie 




° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : U T" Spfitere Verdffentlichung, die nach dem Intematlonalen Anmeldedatum 
•A" Verfiff entlichung, die den allgemelnen Stand der Technlk definlert, ° der ^ m Priorita^atum veroff enillcht worden ist und mil t der 
aber nlcht als besonders bedeutsam anzusehen Ist Anmeldung nicht ko lidrert, , sondern nur zum Verstandnls des der 

-E- fiiteres Dokument, das Jedoch erst am oder nach dem Intematlonalen %5%Ei ngeMte? 6 ^ 6 " PrinZlpS °* r der ^™ delle 9 enden 
Anmeldedatum veroffentlicht worden Ist „ x . verofferrtiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 

"L" Veroffentllchung, die geelgnet ist, einen Prioritetsanspruch zwelfelhaft er- kann alieln aufgrund dleser Verfiffentllchung nlcht als neu oder auf 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer erfinderischer Tfltigkeit beruhend betrachtet werden 

w tSE JS -ji t u u i ^ . werden, wenn die Veroffentllchung mil einer oder mehreren anderen 
O VerdffenUichung,dieslchauf elne mDndllche Offenbarung, Veroffentiichungen dieser Kategorle in Verbindung gebracht wlrd und 
D _, w e,n A l Be '? I u ? un 9' ® ine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht diese Verbindung fQr einen Fachmann naheliegendlst 
"P" Verdffentlichung, die vor dem Intematlonalen Anmeldedatum, aber nach 0o . ... . " fcJta B . . _ . J* „. . . 
dem beanspruchten Priorltatsdatum verdffentlicht worden Ist & Veroffentllchung, die Mitglled derselben Patentfamilie Ist 


Datum des Abschlusses der Intematlonalen Recherche ! 


Absendedatum des Intematlonalen Recherchenberlchts 


16. Februar 2004 


02/03/2004 




Name und Postanschrift der Intematlonalen Recherchenbehdrde 
EuropaJsches Patentamt, P.B. 5B16 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswljk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx, 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevoilmdchtigter Bediensteter 

Moreno de Vega, C 



Formblatt PCT/lSA/210 (Blatt 2) (Jul! 1992) 



f 


IMTCDM ATtHMA 1 CD DCPUCDPUCMDCni/^UT 

INTtHNAI lUNALcn ntUntntntNDtRILHT 

Angaben zu VerSffentlich die zur selben Patentfamilie gehdren 


Inte^Uanales Aktenzelchen 

P™DE 03/03253 




Im Recherchenbericht 
angefOhrtes Patentdokument 


Datum der 
VerdffentHchung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Verdffentlichung 



WO 9515981 



15-06-1995 



AT 256702 T 

AU 7354594 A 

CA 2177976 Al 

DE 69433427 Dl 

EP 0733063 Al 

WO 9515981 Al 

US 6632613 Bl 



15-01-2004 
27-06-1995 
15-06-1995 
29-01-2004 
25-09-1996 
15-06-1995 
14-10-2003 



US 5516635 



14-05-1996 



AT 161964 T 

AU 2872092 A 

DE 69223980 Dl 

DE 69223980 T2 

DK 608370 T3 

EP 0608370 Al 

ES 2112916 T3 

WO 9308472 Al 

JP 7500906 T 

JP 3097866 B2 

ZA 9207977 A 



15- 01- 
21-05- 
12-02- 

28- 05- 
07-09- 
03-08- 

16- 04- 

29- 04- 
26-01- 
10-10- 
26-07- 



1998 
1993 
1998 
1998 
1998 
1994 
1998 
1993 
1995 
2000 
1993 



EP 0811842 A 10-12-1997 FR 2749389 Al 05-12-1997 

AT 180330 T 15-06-1999 

DE 69700224 Dl 24-06-1999 

DE 69700224 T2 23-09-1999 

EP 0811842 Al 10-12-1997 

US 2002001853 Al 03-01-2002 EP 1073903 Al 07-02-2001 

JP 2002512371 T 23-04-2002 

WO 9954736 Al 28-10-1999 



Formblatt PCT/1SA/210 (Anhang PatentfamBlo)(Jull 1992} 



